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Pacific yew tree have been used as ethnomedicals ( aborthfacient， antiseptic agent etc. ) for 
along time， and it become clear in the 1960 's  that a trace of pharmacological component existed 
in the bark extract， Taxol， has significant anticancer activity. However， new problem concerning 
the decrease of sources is recently occurring in USA to cut down unplanned the yew tree. 
Therefore， we established the cell suspension culture from Japanese yew tree ( T，αxus cuspid，αtα) . 
In this study， secretory production Taxol by shaking culture of the growing cell was investi­
gated. As a result ， it was found that the growing cell and medium recovered after the culture 
of 54 days were contained high concentration of Taxol. Moreover， by adding L-Phe to medium 
at the level of 0 .5  mM， the amount of Taxol secreted in the medium can be 1 . 2-fold high than 
that without L-Phe. 
Key words : Taxol， Anticancer drug， T，αxus cuspidαtα， Plant tissue culture ， Secretory pro曲
duction， Japanese yew tree 
1 . 緒 日
イ チ イ の樹皮 は古来 よ り 毒物 と し て 用 い ら れ， 民
間 薬 レ ベ ル と し て ， 消毒薬， あ る い は ， 堕胎薬 に使
用 さ れて き た 。 1960年代 に な っ て ， イ チ イ の樹皮抽
出 物 中 か ら 精製 さ れ た 薬 理成 分 Taxol が， 新 し い
抗癌剤 と し て利用 で き る こ と が判 明 し再び脚 光 を あ
びる よ う に な っ て き た 1 ) 。 従来か ら 用 い ら れ て い る
抗癌剤 シ ス プ ラ チ ン は ， 癌化 し た 細胞が DNA 複製
の た め に 二重螺旋 を ほ どい て二本 に す る 過程 を 阻害
す る 。 ま た ， ク ロ ラ ム ブ シ ル は ， DNA の 特 定 の 部
位 に 化学結合 し ， 癌化 し た 細胞 内 の 二 本鎖 の DNA
に 欠損 を 生 じ さ せ， 細胞 を 死滅 さ せ る 作用 があ る 。
と こ ろ が， Taxol は ， 癌 化 し た 細胞 中 に 存 在す る
微小管 に特異的 に 結合す る 。 こ の微小管 は ， 重合 し
紡錘糸 と な っ て ， 母細胞の左右両極へ染色体 を 引 っ
張 り 寄せ る 役 目 を は た し 二 つ の 娘細胞 に 遺伝子の
完全な セ ッ ト を 確保す る 。 し た が っ て ， Taxol は
微小管の重合 ・ 脱重合 を 阻害 し ， 細胞分裂 を 阻止す
る こ と に よ り 抗癌作用 を 発揮す る 2 ) 全 く 新 し い タ イ
プの抗癌剤 で あ る 。 さ ら に ， 耐 シ ス プ ラ チ ン 化 し た
乳癌 ， 子宮癌， 肺癌等 に対 し て極め て有効で、あ る 3 ) 
と の報告がな さ れ有望視 さ れて い る 物 質 で あ る 。 こ
の よ う な 背景 か ら ， 太平洋 イ チ イ ( T，αxus brevi-
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foliα ) の樹皮 よ り Taxol を 抽 出す る 試みがな さ れ，
薬剤 の生産がな さ れ る よ う に な っ た が， イ チ イ の樹
皮 よ り 回収で き る Taxol 量 は 木 1 kg当 た り お よ そO.
19 し か な く ， さ ら に 木 の 成 長が大変 遅 い た め ， 治
療 に 利用 で き る だ け の Taxol を 確保す る こ と は 困
難 な 状況 に な っ て き た 。 そ れ故， 多 く の科学者 に よ
り そ の 化学合成が試み ら れ1994年 に ， 米 国 の 二 つ の
研究 グ ル ー プ に よ り そ の 化学合成が報告 さ れた 4 . 5 ) 
が， 医療現場か ら 要求 さ れる 需要 に は ほ ど遠 く ， 効
率的 な 全合成法の確立が望 ま れてい る 。 し たがっ て，
現在， Taxol 確 保す る 最 良 の 道 は ， イ チ イ の 増 殖
細胞 を 用 い て Taxol を 生産 さ せ る 方法であ る 。
そ こ で ， 本研究で は本国で入手可能 な 日 本 イ チ イ
Tαxus cuspidαtα の増殖細胞 を 用 い た Taxol の 連
続分泌生産 を 最終 目 標 と し て ， 日 本 イ チ イ の増殖細
胞培養系 を 確立 し ， そ の 細胞 を 用 い て Taxol を 培
地 中 へ効率 よ く 分泌 さ せ る こ と を 検討 し た 。
2 . 実験方法お よ び分析方法
2 . 1  実 験材料お よ び培養方法
本研究で使用 し た イ チ イ の増殖細胞 は ， 東北大学
農学部構 内 で採取 し た 日 本 イ チ イ の芽 よ り 誘導 し た
T. cuspidαtα 30Nで あ る 。 こ の 細胞 は ， 2 年 以上
寒天培地上で、継代培養 を 行 っ た 。 培地 は ， イ チ イ 増
殖細胞 に 一 般 に 使用 さ れ て い る 標準 の Gamborg 's
B 5 培 地 6 ) を 使 用 し た 。 ま た ， 炭 素 源 と し て
Sucrose 20g/ e を ， ビ タ ミ ン成分 と し て Thiamine '
Hydrochloride 2g/ e ， Nicotinic acid 0 . 2g/ e ， 
Pyridoxine . Hydrochloride 0 .2g / e ， お よ び
myo-Inositol 20g/ e を 添加 し た 。 さ ら に ， こ の 培
地 へ ， 植物 ホ ル モ ン と し て 1 -Naphthaleneacetic
acid ( NAA) 1 μ M ， お よ び ， 6-Benzylamino­
purine ( BAP) 0 .05 μ M と な る よ う に 添加 し た 。
培 地 の 滅菌 は ， pH を 5 .8 に 調 整 し た 後 ， 121 0C で 15
分間 オ ー ト ク レ ー フ守す る こ と に よ り 行 っ た 。 培地が
冷却 し た後， ク リ ー ン ベ ン チ 内 で30分以上UV照 射
し て お い た L-Glutamine 292g / e ， お よ び ， L­
Ascorbic acid 0 . 05g / e を 0 . 2 μ m の メ ッ シ ュ 膜
( DISMIC-13cp， ADVANTIC Co . ) を 用 い て 膜滅
菌 し ， 各培地へ添加 し た 。 ま た継代培養用 の 固体培
地 は ， こ の培地 に 寒天10g/ e と な る よ う 添加 し て 調
製 し た 。 ま た ， 液体培養 は メ リ ク ロ ン 用 三角 フ ラ ス
コ を 用 い ， 実体積 は25ml と し た 。 国 体培 養 し て お
い た増殖細胞 は ， 2WC に保 っ た イ ン キ ュ ベ ー タ 内 に
静置 し ， 2 ヶ 月 ご と に新 し く 調製 し た培地へ植 え継
い だ。 ま た ， 液体培養 を行 う た めの前培養は， ク リ ー
ン ベ ン チ 内 で 固 体培地上で生育 し た増殖細胞 を 回 収
し た あ と ， 液体培地中 で均一 に 懸濁 さ せ る た め ス テ
ン レ ス ネ ッ ト ( O . 1cm x O . 1cm 格 子 Nippon
Rikag aku Kikai Co. ) を 用 い て ， 増殖細胞 を 浦、 し
た後， 約0.5cm X O.5cm に 等分 し ， 液体培 地へ接種
し た 。 そ の後， 280C に制御 し であ る フ ォ ト チ ャ ンバー
内 で ， 6，000 1ux の 連続光照 射 下 ， 1 20rpm の 振 と
う 速度で培養 を 行 っ た 。
2 . 2  サ ン プル の 回 収
三角 フ ラ ス コ 内 で液体振 と う 培養 し た増殖細目包は，
3 日 お き に 2 本 ず つ 回 収 し ， そ の 後 ， i慮、 紙
(No . 131 ， ADVANTIC Co . ) を 用 い て 鴻過 す る こ
と に よ り ， 増殖細胞 を 培養液か ら 分離 し た 。 塘紙上
に 残 っ た増殖細胞 は十分に蒸留水で洗浄 し ， 水気 を
取 っ た後， 湿潤状態の重量 を 測定 し た 。 そ の 後， 増
殖細胞 中 お よ び培養液 中 に 含 ま れ て い る Taxol の
抽 出 を 行 っ た 。
2.3  Taxo l抽 出
増殖細胞か ら Taxol の 抽 出 は 以 下 の よ う に 行 っ
た 。 回収 し た増殖細胞 を 乳鉢 に 入れ， 乳棒 を 用 い て
十分に す り つ ぶ し ， Methanol 5 g /  e を 加 え て 一
昼夜冷蔵庫 内 ( 4 0C ) で放置 し た 。 こ の懸濁液 を 吸
引 濡過後， エパポ レ ー タ ー を 用 い て300C で蒸発乾 固
さ せ， 残直 にO.1N Acetate Buffer ( pH5 )  5ml を
加 え た 。 さ ら に Taxol に 結合 し て い る 糖鎖 を 切 断
す る た め ， 20g/ e の Meicelase ( 明 治 製菓 ) を 0. 1
ml 加 え ， 300C に保 っ た水槽 中 で24時間 反応 さ せ た 。
反応終了後， Ethyl acetate で 3 回 抽 出 を 行 い ， エ
パポ レ ー タ ー に よ り 濃縮乾固 さ せ粗抽 出物 を 得 た 。
こ れ を 5 ml の Acetonitrile に再溶解 し ， HPLC の
試料 と し た 。 培 養液 中 に 分泌 さ れ た Taxol を 分析
す る た め に ， sampling 時 に 回収 し た 培 養 液 を 使用
し た 。 こ の 培養液 を 正確 に 5 ml 取 り ， そ こ へ20g
/ e の Meicelase O. 1ml を 加 え 30 0C で 24 時 間 反応 さ
せた 。 そ の後増 殖 細胞 内 の Taxol の 方法 と 同 様 に
抽 出 を 行 っ た 。
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2.4 Taxo l 分泌生産 に 対 す る Taxo l 前 駆体 の 添
加効果
Taxol 生 産 に 対す る そ の 前駆体の 培 地へ の 添 加
効果 を 検討 す る た め に ， 培養40 日 目 に Mevalonic
acid ( MA ) ， お よ び， Phenylalanine ( Phe ) を 培
地 に 添加 し た 。 こ の と き MAは 熱 に 対 し て 不安定 で
あ る た め ， ク リ ー ン ベ ン チ 内 で ， 0 .2 μ mの メ ッ シ ユ
膜 を 用 い て 滅菌 し ， 培地へ添加 し た 。 培養 は 添加後
10 日 間行い ， そ の 時の Taxol 誘導効果 を 調べた 。
2 . 5  Taxo l の定量
増 殖 細胞 内 ， お よ び ， 培 養 液 中 の Taxol 量 は
HPLC を 用 い測定 し た 。 カ ラ ム は TSK-GEL CN-
80TS ( Tosoh Co . ) を 用 い た 。 検 出 器 と し て ， 紫
外吸収計 ( SPD-10A， Simadzu Co . ) を 使用 し ，
検出波長は227nmで、流速 は 1 .0ml/min と し た 。 移 動
層 に は Methanol : Water : Acetonitrile = 20 : 56 : 
24 を 用 い た 。 ま た Taxol の 検 出 時 間 は ， こ の 分析
法 に て約 13minであ る 。
3 . 結果 お よ び考察
3 . 1  増殖細胞内 お よ び培養 中 の Taxo l 量
1996年春 に ， 東北大学農学部校内 よ り 採取 し た 日
本 イ チ イ の新芽 よ り 増殖細胞 を 誘導 し ， 2 ヶ 月 お き
に 寒天培地上で継体培養 を 行 う こ と に よ り ， 無菌化
を 行 っ て き た 。 そ の 過程 に お い て ， 寒天培地上の増
殖細胞 は増殖 に伴い， 寒天 と 細胞の接触点が徐 々 に
褐色化す る と い う 現象 を 確認 し て い た 。 さ ら に ， 液
体培地 を 使用 し た 際 に も 同 様 に ， 培養液の褐色化が
観察で き た 。 こ の褐色 は ， イ チ イ の 木が特異 的 に 生
産す る Taxol 類で あ る と の 推 察 の も と に ， 誘導 し
た 増殖細胞 を 液体培地 を 用 い て 連続光照射下 で振 と
う 培養 を 行い Taxol の 分泌 生 産 の 可能性 を 検討 し
た 。 Fig. 1 は T. cusupidαtα 30N を 54 日 間 液体振 と
う 培養 を 行い 回収 し た増殖細胞， お よ び， 培養液 中
へ分泌 し た Taxol 量 を 培 養 液 1 e 当 た り と し て 換
算 し た 値 で あ る 。 こ の結果， 培養液 中 に は 1 .97mg ，
増殖細胞内 で も 0 .55mg も の Taxol が生 産 さ れ て い
る こ と がわ か っ た 。 さ ら に ， 培養液が褐色化 し て い
る ほ ど， 培養液 中 の Taxol 分泌 量 が多 い こ と が わ
か っ た 。 二次代謝産物 で あ る Taxol が細胞 か ら 分
泌 さ れ る の は ， 細 胞 内 に 保持 で き る Taxol 量 が決
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Fig. 1 Taxol production by shaking culture 
ま っ て い る た め か ， あ る い は Taxol が イ チ イ 細胞
に と っ て も 極 め て 強 い 毒 で あ る た め 一 定 の Taxol
が蓄積 さ れ る と 細胞外へ排、准 し て い ま う た め と 考 え
ら れる 。 し か し ， いずれに し て も 貴重 な 増殖細胞 を
傷つ け る こ と な く Taxol を 分泌 生 産 で き る 可 能性
が示唆 さ れた 。
3 . 2  増殖細胞の 回 分培養
Fig. 2 は ， Taxol を 効果的 に培地 中へ分泌生産 さ
せ る た め に ， T.cuspidαtα 30N を 用 い て 液体振 と う
培養 を 35 日 間 行 い ， そ の 時 の 細 胞 の 増 殖 ， お よ び
Taxol の 生 産 を 経 時 的 に 検討 し た 結 果 で あ る 。 細
胞の増殖 は12 日 目 ま で対数的 に増殖 し ， そ の後， 培
地 1 e 当 た り 約 1 . 1wet g で ほ ぼ一 定 と な っ た 。 ま
た ， 細胞 中 の Taxol の 生 産量 は ， 培 養 14 日 目 に お
い て ， 1 . 2mg と 最大値 に 達 し た後， 急激 に減少 し ，
培養18 日 目 に0. 1 2mg に ま で低下 し た 。 し か し ， そ
の後， 再び増加 に転 じ ， 培養28 日 目 に 0 .8mg の 蓄 積
がみ ら れた 。 こ の 現象 は 細胞内 に Taxol 量 が過
剰 に 蓄積す る と ， 自 分 自 身がその毒性 に よ り 増殖 で
き な く な り ， そ の た め 一 時 的 に Taxol を 細胞外へ
過剰 に 分泌 し て し ま う い ， こ れ を 補 う た め に ，
Taxol の 生合成経路が再 び活性化 し ， 増 加 に 転 じ
る た め 考 え ら れ る 。 こ の よ う に 細胞 内 で Taxol 量
が変動す る 現象 は 多 く の研究者 に よ り 報告 さ れて お
り ， 関 ら 7 ) に よ れば 7 日 周期 であ っ た が， 本研究の
場合14 日 周期 であ る こ と がわ か っ た 。 一方， 培 地 中
へ分泌 さ れた Taxol 量 は ， 細胞 内 の Taxol 生 産 量
と 連動 し て増加 し ， 培養14 日 目 に お い て培地 1 e 当
た り 最高0.97mg に 達 し た 。 し か し ， そ の 後 は 急 激
に低下 し ， 培養18 日 目 以降， 約0.2mgで一 定 と な っ
た 。 14 日 日 以降 ， 細胞内 と 培養 液 中 の Taxol 量 が
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Fig . 3 Biosynthetic pathway of Taxol 
急激 に減少 し た 原 因 は 細胞の増殖 に伴い ， 培地中
の微量栄養素が枯渇 し た こ と に よ り 同調培養が起 こ
り ， 生成 し た Taxol の 細胞 に よ り 代謝分解が促進
さ れた こ と が主 な 原 因 と 考 え ら れる 。 し か し ， 培養
20 日 目 以 降 ， Taxol が細胞 内 に 蓄積 さ れ た に も か
か わ ら ず， 培 地へ の 新 た な Taxol 分泌 が認 め ら れ
な か っ た の は ， 回 分培養 を 行 っ て い る こ と に よ る 細
胞の老化， お よ び Taxol を 細胞外へ分泌 す る た め
に 必要 な 量 に 達 し て い な か っ た た め と 考 え ら れ る 。
3.3  Taxol 前駆体添加 に よ る 生産へ の効果
さ ら に ， Taxol を 培 地 中 へ大量 に 分泌 さ せ る こ
と を 目 的 と し て ， 生合成経路 を 利用 し た物 質生産 を
検討 し た 。 Fig. 3 は ， 現在 ま で に 解 明 さ れ て い る
Taxol 合成経路8 ) で あ る 。 具体 的 に は ， 植物細胞
の糖の 1 次代謝に お い て ， ア セ チ ル CoA か ら 生 成
す る Mevalonic acid (MA) が， Taxol の taxane
環 を 形成す る 。 一方， 図 の左 に示 し た ア ミ ノ 酸の合
成経路 か ら 生 成 す る Phenylalanine ( Phe) が ，
Taxol の 側 鎖 を 形成 す る 。 こ の 二 つ の 物 質 が結合
す る こ と に よ り Taxol が生合成 さ れ る 。 そ こ で ，
こ の生合成経路 を 利用 し て ， Taxol の 前 駆体 Phe ，
お よ びMA を 培 地 に 添加 し た と き の 細胞 の 増 殖 と ，
細胞内 の Taxol 量， お よ び， 培 地 中 に 分泌 さ れ た
Taxol 量 を 検討 し た 。
Fig . 4 は培養開始前 に培地 に Phe， あ る い は MA
を 添加 し ， 54 日 間 液体振 と う 培養 し た と き の 細胞の
増殖 と Taxol 生産 に つ い て 調 べ た 結 果 で あ る 。 細
胞の増 殖 は ， 対照実験 に お い て 培 地 1 l 当 た り 約
1 .8g得 ら れた が， MAあ る い は Phe を 添加 し て も 全
く 悪影響 は な く ， 対照 と 比較 し て20 � 30 % 多 く 得 る
こ と がで き た 。 ま た ， Taxol の生産 は ， MA を 添加
し た場合， 細胞 内 お よ び培 地 中 の Taxol 量 は 対照
の値 と 50 � 70 % に ま で低下 し ， 残念 な が ら 良好 な 生
産 は達成す る こ と がで き な か っ た 。 一方， Phe を 0 . 1
mM と な る よ う に培地へ添加 し た と き ， 培地 1 l 当
た り O.93mgの Taxol 生産がみ ら れ た 。 こ れ は 対 照
と 比較 し て ， 1 . 5倍高 い 値 で あ っ た 。 し か し ， こ の
条件 に お い て培養液 中 に分泌 さ れ た Taxol 量 は 1 . 5
mg と 対照実験の約70 % で あ っ た 。 Phe を O . 5mM と
Phenyl 
alanine 
0. 1 
0.5 
Fig. 4 Effect of the addition of precursors on Taxol 
production 
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な る よ う に 添加 し た場合 ， O. 1mMの場合 と は 逆 に ，
培地 中への Taxol の 分泌 が向 上 し ， 対照 と 比較 し
て 1 . 2倍 と な っ た 。 以上の結果 よ り ， MA の 添加 は ，
Taxol の 生産 に対 し て 良 く な い も の の Phe の 添加
は Taxol の 誘導生産 を 促進す る こ と が わ か っ た 。
こ れ は Fig. 3 で示 し た生合成経路 に お い てPhe合成
経路 ， あ る い は Phe か ら の Taxol 生合成 経路 が律
速段 階 で あ る こ と を 示 唆 し て お り ， 今後 ， Taxol 
を 効率 よ く 生産 し よ う と す る 際 に は ， こ の経路 を 促
進 さ せ る よ う な 手法 を 取 り 入れる 必要があ る と 考 え
ら れ る 。 ま た ， Phe lま安価 な ア ミ ノ 酸 で あ り ， Phe 
の 添加量 に よ り Taxol の 分泌 が調 節 で き る こ と か
ら ， Taxol 生産 を 向上 さ せ る 上でPheの利用 は 経済
性か ら 考 え て極め て有益 な 方法であ る 。
4 . 結 言
日 本 イ チ イ Tαxus cuspidαtα を 用 い て Taxol を
効率 よ く 生産 さ せ る こ と を 目 的 と し て ， そ の増殖細
胞 を 用 い た 液体振 と う 培養 に よ り ， Taxol の 生 産
お よ びそ の前駆体に よ る 分泌生産 を 検討 し た 。 回分
培養 し た 結果， 細胞 内 の Taxol 生 産量 は 培養 14 日
目 に培地 1 e あ た り 1 .2mg と か な り の量 を 生 産す る
こ と がで き た 。 同 時 に ， 培 地 中 へ も Taxol は 分泌
さ れ そ の 量 は0 .97mgj e であ っ た 。 さ ら に ， 培 地 に
Taxol の 前 駆体 で あ る Phe を 0 .5mM に な る よ う に
添加 し た と き 増殖細胞の増殖 に悪影響 を 与 え る こ と
な く Taxol を 効率 よ く 培 地へ分泌 で き る こ と が わ
か っ た 。 以上の結果 を も と に 誘導 は イ チ イ 増殖細
胞 を 用 い ， かつ植物細胞用 の バ イ オ リ ア ク タ ー を 活
用 す る こ と に よ り ， 簡単 に 培 溶 液 か ら Taxol を 連
続的 に生産で き る こ と が期待 さ れ る 。 今後は ， リ ア
ク タ ー を 用 い た 連続培養系 を 確立 し ， 安価 に Taxol
を 生産す る こ と を 検討す る 予定であ る 。
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